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高酸值米糠油酶法酯化脱酸研究
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　　【摘要】　对脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５催化高酸值米糠油酯化脱酸进行了研究。利用响应面分析法（ＲＳＭ）优化脱

酸条件。根据 Ｂｏｘ Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设计原理对试验条件进行优化，在分析各因素显著性及其交互作用的

基础上，得出米糠油酯化脱酸最佳工艺参数为：酶质量分数 １１％、甘油添加量 ０４２ｍｇ、温度 ５６４℃、反应时间

２３２ｈ。实际测得脱酸后米糠油酸值（ＫＯＨ）由 ５６ｍｇ／ｇ降为 ５０４ｍｇ／ｇ，游离脂肪酸酯化率达到 ９１％，与模型预测

值基本相符。
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　　引言

米糠油中的脂肪酸组成合理，油酸和亚油酸比

例接近于世界卫生组织（ＷＨＯ）推荐的 １∶１的比例，
而且米糠油中含有丰富的营养物质，如谷维素、角鲨

烯、生育三烯酚等，是一种营养合理的食用植物

油
［１～３］

。米糠中含有非常活泼的脂肪酶，在适当条

件下能在短时间内使米糠中所含脂肪水解成甘油和

脂肪酸。由于生产条件，特别是米糠和米糠油生产

企业间运输和存放时间的限制，生产的米糠毛油酸

值很高
［３］
。油脂工业中常用的碱炼脱酸和物理脱

酸方法用于高酸值米糠油都存在损耗过高的问题，

化学精炼还会造成油脂中谷维素等营养成分的大量

损失，此外还将产生大量的有机废水，污染环境。而

目前研究较多的化学催化酯化米糠油脱酸则存在操

作过程中温度过高的问题
［４～７］

。

酶法脱酸是一种新型米糠油脱酸方法。该法利

用特定的脂肪酶在一定条件下催化油脂中的游离脂

肪酸（ＦＦＡ）与甘油发生酯化反应，使大部分 ＦＦＡ转
化成甘油酯，从而降低米糠油中 ＦＦＡ的含量。国内
外学者就米糠油酶法脱酸的研究发现，该反应不仅

可以有效减少油脂中游离脂肪酸的含量，而且就精



炼特性来说，优于联合的物理精炼和化学精炼工

艺
［８～１０］

。

Ｅｄｕａｒｄｏ等研究了 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５催化异槲皮苷
和芦丁的酰化反应

［１１］
。孙素玲等研究了在脂肪酶

Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５的催化作用下，游离多不饱和脂肪酸与
甘油反应的酯化率可达到 ９０％以上［１２］

。Ａｆａｃｈ等
研究了不同碳链长度的脂肪酸在脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ
４３５的催化作用下与 Ｄ阿洛酮糖生成二酯，酯化率
可达８３％ ～９０％［１３］

。本实验以脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５
为催化剂，在米糠油中加入甘油催化酯化反应，考察

酯化脱酸的影响因素，探索催化酯化前后油脂的酸

值的变化情况，以确定米糠油酶法酯化脱酸的最佳

工艺参数。

１　材料与方法

１１　材料
米糠毛油购于安徽淮南，酸值（ＫＯＨ）５６ｍｇ／ｇ，

已进行了脱胶、脱色。Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５购于诺维信（中
国）公司。甘油、ＫＯＨ、乙醚、乙醇等购于国药集团，
均为分析纯。

１２　主要仪器
气浴恒温振荡器，ＤＦ １０１Ｓ型集热式恒温加热

磁力搅拌器，薄层色谱仪（ＴＬＣ），ＧＣ ＭＳ。
１３　米糠油酯化脱酸方法

取１０ｇ脱胶、脱色的米糠油和一定量的甘油置
于１００ｍＬ三角瓶中，混匀并预热至预定温度后，加
入一定量的脂肪酶 Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５混匀，加入少量食
品干燥剂并加以密封，在一定的温度下开始酯化脱

酸反应，搅拌速度 ２００ｒ／ｍｉｎ。定时取样，测定米糠
油的酸值。

１４　分析计算方法
酸值按 ＧＢ／Ｔ５５３０—２００５方法测定。
理论甘油量计算公式为

ｍ＝Ｓｍ０Ｍ１／（３０００Ｍ２）
式中　Ｓ———脱胶脱色米糠油酸值，ｍｇ／ｇ

ｍ０———反应油的质量，ｇ
Ｍ１———甘油的摩尔质量，ｇ／ｍｏｌ
Ｍ２———ＫＯＨ的摩尔质量，ｇ／ｍｏｌ

油样中的甘三酯、甘二酯和单甘酯含量用 ＴＬＣ
以及气相色谱测定

［１４］
。

２　结果与讨论

２１　单因素试验
２１１　酶质量分数

在甘油添加量为 ０３２ｍｇ（理论添加量）、温度
为５０℃、搅拌速度为２００ｒ／ｍｉｎ条件下，酶质量分数

为０５％、１０％和１５％时，米糠油酸值随时间变化
如图１所示。

图 １　酶质量分数对脱酸效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　
由图１可以看出，随着酶质量分数的增加，酯化

脱酸的速率加快，但是当酶的质量分数大于 １０％
时，再增加酶的质量分数，虽然脱酸的反应速率有所

增加，但是脱酸的效果却没有显著提高。所以在后

续的试验中，酶的质量分数取１０％。

２１２　甘油添加量

在酶质量分数为１０％、温度为５０℃、搅拌速度
为 ２００ｒ／ｍｉｎ条件下，甘油的添加量为 ０、０１６、
０２４、０３２、０４８ｍｇ。米糠油的酸值随时间变化如
图２所示。

图 ２　甘油添加量对脱酸效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｌｙｃｅｒｏｌａｄｄｉｃｔｉｏｎｓｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　
由图 ２可以看出，甘油添加量对脱酸效果的影

响非常显著。添加甘油进行反应时油脂的酸值下降

较为明显；而当甘油添加量超过理论添加量时虽然

反应的速率有所加快，但是脱酸的效果并无明显增

强。故后续试验选取甘油添加量为 ０３２ｍｇ（理论
添加量）。

２１３　温度

在酶质量分数为１０％、甘油添加量为０３２ｍｇ、搅
拌速度为 ２００ｒ／ｍｉｎ条件下，温度为 ４０℃、５０℃和
６０℃时，米糠油酸值随时间变化如图３所示。

图 ３　温度对脱酸效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

ｏｎｅｓｔｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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由图３可以看出，随着温度的升高，反应速率也
在不断增加。但是酶作为一种生物催化剂，温度过

高则可能导致酶的变性失活。因此，当反应温度在

５０～６０℃之间时，脱酸效果无明显增强，反应速率只
是略有提升。

２２　响应面分析法优化试验反应条件

２２１　试验因素与水平的选取
根据 Ｂｏｘ Ｂｅｎｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计原

理，综合考虑单因素试验分析结果，采用四因素三水

平的响应面分析法对反应条件进一步优化。４个因
素分别为：酶质量分数、甘油添加量、温度、时间，编

码值为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ。试验因素和水平如表１所示。

表 １　响应面试验因素和水平

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

水平

因素

酶质量

分数／％

甘油添

加量／ｍｇ

温度

／℃

时间

／ｈ

－１ ０５ ０１６ ４０ １０

０ １０ ０３２ ５０ ２０

１ １５ ０４８ ６０ ３０

２２２　响应面试验方案及分析结果
以酶质量分数 Ａ、甘油添加量 Ｂ、温度 Ｃ、时间 Ｄ

为自变量，米糠油的酸值 Ｙ为响应值。响应面试验
方案及结果如表２所示。

通过 ＳＡＳ软件，对表 ２的试验结果进行回归分
析，得到优化后的响应值动态参数方程为：Ｙ＝９６０－
２６５Ａ－８８５Ｂ－８２０Ｃ－４８０Ｄ＋０６０ＡＢ＋０１５ＡＣ＋
２４０ＡＤ－３１５ＢＣ＋１８０ＢＤ＋３３０ＣＤ＋３４８Ａ２ ＋
８５７Ｂ２＋７００Ｃ２＋１７５Ｄ２。

回归方程方差分析结果如表３所示。由表３可
知，该模型是高度显著（Ｐ＜００００１）。相关系数 Ｒ２

为９５６０％，说明由这 ４个因素及其二次项构成的
模型能够解释 Ｙ变化的 ９５６０％。模型的拟合程度
良好。

２２３　各因素间的交互作用
为了更加直观地反映各因素间的交互作用对米

糠油脱酸的影响，采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７软件，依据回
归方程式来绘制二次回归方程分析图（响应曲面图

及其等高线图）。

等高线的形状可反映出交互作用的强弱，椭圆

形表示两因素交互作用显著，而圆形则表示其交互

作用不显著
［１５］
。由图 ４ａ可以看出，酶质量分数与

甘油添加量的交互作用比较显著。当甘油添加量小

于０３２ｍｇ，随着酶质量分数的增加，酸值降低并
　　

表 ２　响应面分析结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

试验序号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ／ｍｇ·ｇ－１

１ ０ ０ １ －１ １５０
２ ０ －１ －１ ０ ３４８
３ １ ０ １ ０ ８４
４ １ ０ －１ ０ ２８８
５ －１ ０ －１ ０ ３３０
６ ０ １ －１ ０ ３００
７ ０ ０ ０ ０ ９６
８ １ －１ ０ ０ ３００
９ ０ －１ ０ １ ２５２
１０ ０ ０ －１ １ １５０
１１ ０ －１ １ ０ ２５８
１２ ０ ０ －１ －１ ３４８
１３ －１ ０ ０ －１ ２５２
１４ ０ １ ０ １ ８４
１５ ０ －１ ０ －１ ３６０
１６ ０ １ ０ －１ １２０
１７ ０ １ １ ０ ８４
１８ ０ ０ ０ ０ ９６
１９ ０ ０ ０ ０ ９６
２０ １ １ ０ ０ ９６
２１ ０ ０ ０ ０ ９６
２２ １ ０ ０ －１ １２０
２３ －１ １ ０ ０ １２０
２４ ０ ０ １ １ ８４
２５ １ ０ ０ １ ８４
２６ －１ －１ ０ ０ ３４８
２７ ０ ０ ０ ０ ９６
２８ －１ ０ １ ０ １２０
２９ －１ ０ ０ １ １２０

表 ３　方差分析表

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ

模型 ２９１１９１ １４ ２０７９９ ２１７５ ＜００００１

Ａ ８４２７ １ ８４２７ ８８１ ００１０２

Ｂ ９３９８７ １ ９３９８７ ９８２８ ＜００００１

Ｃ ８０６８８ １ ８０６８８ ８４３７ ＜００００１

Ｄ ２７６４８ １ ２７６４８ ２８９１ ＜００００１

ＡＢ １４４ １ １４４ ０１５ ０７０３８

ＡＣ ００９ １ ００９ ０００９４１ ０９２４１

ＡＤ ２３０４ １ ２３０４ ２４１ ０１４２９

ＢＣ ３９６９ １ ３９６９ ４１５ ００６１０

ＢＤ １２９６ １ １２９６ １３６ ０２６３８

ＣＤ ４３５６ １ ４３５６ ４５５ ００５１０

Ａ２ ７８３３ １ ７７３３ ８１９ ００１２６

Ｂ２ ４７６９６ １ ４７６９６ ４９８７ ＜００００１

Ｃ２ ３１７８４ １ ３１７８４ ３３２３ ＜００００１

Ｄ２ １９８６ １ １９８６ ２０８ ０１７１５

失拟项 １３３８９ １４ ９５６

残差 １３３８９ １０ １３３９

净误差 ０ ４ ０

总离差 ３０４５８０ ２８
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图 ４　各因素交互作用响应面图

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｏｆｅａｃｈｆａｃｔｏｒｓ
　
不明显。当甘油添加量达到 ０４０ｍｇ左右时，随着
酶质量分数的增加，酸值明显降低，但是当酶质量分

数达到１０％左右时，继续增加酶质量分数，酸值无
显著性变化。

由图４ｂ可以看出，酶质量分数与温度的交互作
用比较显著。当温度达到 ５５℃时，随着酶质量分数
的增加，酸值显著下降。但是当酶质量分数达到

１０％左右时，再继续增加酶质量分数，酸值则无显
著下降。而当温度超过６０℃时，酸值反而有升高的
趋势，其原因是高温抑制了酶活。

由图４ｄ可以看出，甘油添加量与温度之间的交
互作用并不显著。虽然酯化反应为吸热反应，提高

温度可以使反应向正方向进行，但是反应增加幅度

不大。

由图４ｃ、４ｅ、４ｆ可以看出，时间与各因素之间的
交互作用均比较显著。０～２５ｈ内酯化时间的长短
与酸值的降低之间关系很明显；２５ｈ之后，由于催化
反应达到动态平衡，酸值不再出现显著性变化。

２２４　最佳优化条件的确定
对回归方程求一阶偏导数，当响应值 Ｙ有最小

值时各因素的取值分别为：酶质量分数为 １１％、甘
油添加量为 ０４２ｍｇ、温度为 ５６４℃、反应时间为
２３２ｈ。在此最佳工艺条件下，实际测得米糠油的
酸值（ＫＯＨ）为 ５０４ｍｇ／ｇ，游离脂肪酸酯化率为
９１％，与理论预测值基本相符合。
２２５　米糠油中混甘油酯成分分析

经油脂成分分析表明，酯化脱酸后米糠油中游

离脂肪酸（ＦＦＡ）质量分数明显降低，从 ２８２％降至
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２５４％，单甘酯（ＭＧ）、甘二酯（ＤＧ）、甘三酯（ＴＧ）质
量 分 数 分 别 从 １４０％、７０５％、５８６３％ 增 至

２５７％、１２２０％、７９２５％，说明酶法催化酯化脱酸
能够显著地降低游离脂肪酸质量分数，增加甘油酯

质量分数。

３　结束语

利用甘油作酯化剂，Ｎｏｖｏｚｙｍ４３５作为催化剂对

高酸值米糠油进行酶法酯化脱酸是可行的。由单因

素试验和响应曲面优化得到米糠油酶法酯化脱酸的

最优工艺参数：酶质量分数为 １１％、甘油添加量为
０４２ｍｇ、温度为 ５６４℃、反应时间为 ２３２ｈ。利用
酶作为催化剂来催化米糠油的酯化脱酸，不但能有

效降低米糠油的酸值，显著提高中性油的含量，提高

精炼经济性，而且反应条件温和，不产生废水污染

环境。
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